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論文内容要旨
【目的】ポリフェノールの一種であるプロアントシアニジン（PA）や没食子酸の水溶液に光照射
することによりフェノール性水酸基が光酸化され，放出された電子が溶存酸素と反応して活性酸素
（ROS）が生じ，それにより殺菌効果が促進されることが明らかにされている。一方ROS特に過酸
化水素（H2O2）は低濃度で創傷治癒過程にある細胞に対し適応反応を誘導し治癒を促進させるとい
う複数の研究報告がある。本論文ではPAへの光照射により生成されるROS特にH2O2の作用により，
創傷治癒過程において重要な段階である線維芽細胞の増殖が促進されるのではないかという仮説を立
て，これに関連する検証を行うことを目的とした。
【方法】サブコンフルエントの3T3 － L1マウス線維芽細胞に波長405nmの光照射下で PA生食溶
液を１分間処理した。その後新鮮培地で24時間培養後MTT（3－（4,5－di －methylthiazol －2－yl）－2,5－
diphenyltetrazolium	bromide）法にて定量的に細胞増殖活性を測定した。光照射なしの実験では
neutral	red法でも細胞増殖活性を検討した。さらにPAの構成成分であるflavan－3－ol類及びフェノー
ル酸類の７化合物について細胞増殖促進作用の有無を調べた。細胞増殖に及ぼす処理時間の影響は，
PAとカフェイン酸を用いて評価した。加えて，PA１分間処理によるPA構成成分の細胞内への取り
込みの有無を bioassay および機器分析により検討した。前者では，ROS検出プローブである２’,7 ’ －
dichlorodihydrofluorescin	diacetateを細胞に取り込ませた後PAを処理し，さらにその後にH2O2を負
荷し細胞内で生成するROSを定量した。後者ではPA処理細胞のcell	lysateを液体クロマトグラフ／
質量分析（LC/MS）に供した。
【結果および考察】マウス線維芽細胞を PAに１分間作用させることにより光照射の有無に関わら
ず PA濃度依存的に細胞増殖の促進が認められた。従って PAの細胞増殖促進作用には仮説として立
てた光照射により生成される細胞内ROSは関与しないことが示唆された。光照射なしの条件でカフェ
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イン酸，クロロゲン酸及び（＋）カテキンにおいても同様な細胞増殖促進作用が認められた。但し，
構造中にガロイル基やピロガロールを有するカテキンでは細胞増殖促進作用は確認できなかった。こ
れらを有するポリフェノールは極性が比較的高く，細胞への親和性が低いことによると考察した。処
理時間については PA，カフェイン酸とも30秒で細胞増殖促進効果を発揮することを確認した。PA
の細胞内取り込みを検討した試験において，PAを処理した後にH2O2を負荷しても細胞内ROSの上
昇はみられなかったことから，細胞内に取り込まれたPA成分がH2O2負荷誘導性の酸化ストレスを軽
減したことが示唆された。このPA成分については，LS/MSにより分子量の比較的小さいカテキンモ
ノマーおよびダイマーが主であることが示唆された。
【結語】マウス線維芽細胞において短時間処理で細胞内に取り込まれたポリフェノールが増殖促進
作用を発揮することが示唆され，創傷治癒促進効果が期待される結果となった。in vivo での創傷治癒
促進効果の確認および作用機序については，今後の検討課題である。
審査結果要旨
プロアントシアニジンは，果物，茶，野菜や植物の種子に多く含まれるポリフェノールの一種であ
り，カテキン，エピカテキン，エピカテキンガレート等の flavan－3－ol の多量体である。これまで申
請者の属する研究グループは，プロアントシアニジンの水溶液に光照射することによりフェノール性
水酸基が光酸化され，放出された電子が溶存酸素と反応して活性酸素を産生し，それにより殺菌効果
が促進されることを示してきた。一方，活性酸素，とくに過酸化水素は，低濃度において，創傷治癒
過程にある細胞に対し適応反応を誘導し，治癒を促進させるという報告がある。このような背景のも
と，本研究ではプロアントシアニジンへの光照射による，創傷治癒過程において重要な線維芽細胞の
増殖促進効果について検討している。
研究の結果，マウス線維芽細胞をプロアントシアニジンに短時間処理することにより，光照射の有
無に関わらずプロアントシアニジン濃度依存的に細胞増殖の促進が認められ，プロアントシアニジン
の細胞増殖促進作用には光照射に伴う活性酸素生成は関与しないことが示された。処理時間について
は30秒で細胞増殖促進効果を発揮することを確認している。また，この増殖促進効果は，カフェイン
酸，クロロゲン酸および（＋）カテキンにおいても観察されたが，構造中にガロイル基やピロガロー
ルを有するカテキンでは確認できなかったことから，ガロイル基やピロガロールを有するポリフェ
ノールは極性が比較的高く，細胞への親和性が低いためと考察している。さらに，細胞内に取り込ま
れたプロアントシアニジン成分については，LC/MSによる分析結果から分子量の比較的小さいカテ
キンモノマーおよびダイマーが主であり，これらの成分が細胞増殖促進効果をもたらしている可能性
を考察している。
本研究によって，マウス線維芽細胞においてプロアントシアニジン短時間処理で増殖促進作用を発
揮することが示され，その作用機序として細胞内に取り込まれたポリフェノール成分が増殖促進作用
を発揮することが示唆された。これらの結果は in vitro に限定したものであり，今後，in vivo での検
証および詳細な作用機序の解明が必要であるが，将来におけるプロアントシアニジン短時間前処理に
よる口腔内の創傷治癒促進治療の可能性を示唆するものである。
以上のことから，本研究は博士（歯学）の学位に値すると判断する。
－	55	－
